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© Verfahren zur Stelgerung von Enzyro-Akttvltaten und der Syntheseleistung von Organlamen. 


© Bn Verfahren zur Stelgerung von Enzym-Aktlvltaten und der Syntheseleistung von Organlsmen wlrd 
beschrieben, welches dadurch gekennzeichnet 1st, dafl man dieselben mit inakflvlerten ElicItoren-haJtigen 
Mikrrorganismen, Fragmenten derselben Oder Exkretionen Blcttoren-haltiger Mikroorganismen In Kontakt bringt, 
mlt der Maflgabe, dafl man zur Stelgerung von Enzym-Aktlvltaten und der Syntheseleistung nlcht-mlkrobieller 
Organismen inaktivierte Ellcltoren-haltige Baktrien, Fragments derselben Oder Exkretionen Bicitoren-haltiger 
Bakterten verwendet. Das erflndungsgemS8e Verfahren ermfigllcht es. beispielsweise die Syntheseleistung von 
Farbstoffe, Antibiotika. Alkaloids Oder Phytoalexlne bildenden Mikroorganismen Oder Pflanzen zu steigem Oder 
die EnzymaktivitSten von zur Steroidtransformatlon befahigten Mikroorganismen zu erhohen. 
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Verfahren zur Stetgerung von Enzym-Aktlvltaten und der Syntheseleistung von Organismen 


Die Erfindung betrifft ein Verfahren 2 ur Steigerung von Enzym-AktMtSten und der Syntheseleistung von 
Organismen, welches dadurch gekennzeichnet 1st dafl man dieselben mit inaktivierten Elicltoren-haltigen 
Mirkoorganismen, Fragmenten derselben Oder Exkretionen Blcitoren-haltiger Mikroorganismen in Kontakt 
bringt mit der Mafigabe, dafl man zur Steigerung von Enzym-Aktlvltaten und der Syntheseleistung nicht- 
5 mikrobieller Organismen inaktivferte Elldtoren-haitige Bakterien, Fragmente derselben Oder Exkretionen 
Blcitoren-haltiger Bakterien verwendet. 

EHcitoren sind bekanntiich mikrobielle Oder pflanzliche Wlrkstoffe, die mit Qeweben hbherer Pflanzen In 
Kontakt gebracht deren Enzym-Aktlvitfiten und Syntheseleistung steigem. Die so in diesen Pflanzen 
akkumulierten Inhaltsstoffe werden, wenn sie arrtimikrobiell sind ais Phytoalexlne bezeichnet 
10 (Naturwissenschaften 68, 1981, 447ff, Adv. Enzymol. 55, 1983, Iff und Spektrum der Wissenschaft 1^, 
1985, 85ff). 

Gegenwflrtig sind mehr als 100 Verbindungen, die der Phytoalexindefinitlon genUgen, aus verschiede- 
nen Pflanzenarten isoliert worden. Sie gehbren verschledenen Naturstoffgruppen an wle Terpendden, 
LinolensSurederivaten, Acetylenen und Polyacetylenen, Bibenzylen, Stilbenen, Phenanthrenen und Dihydro- 
15 phenanthrenen, Benzofuranen und Phenolbenzofuranen, Furocumarinen, Avenalumlnen. Ravanen. PhenyF 
benzofuranen, Benzoxazinonen, Alkalolden, Isoflavonoiden (Brooks and Watson, Nat Prod. Reports 2, 1985, 
427). 

Ene technische Anwendung hat diese Elicitoren-Wirkung bislang nicht gefunden. Oies hat mehrere 
QrOnde: Es 1st von wenigen Ausnahmen abgesehen bislang nicht mSgilch, Zellen hfiherer Pflanzen unter 
20 wirtschaftlich vertretbaren Bedlngungen in Submerskulturen zu vermehren. EHcitoren in der Fermentation 
mittels Mikroorganismen anzuwenden, schien a priori zwecklos zu sein, da man nach der vorherrschenden 
Lehrmeinung Obr die Wirkungsweise von Elicitoren (Albersheim P. und Darvill A. Q. Spektrum der 
Wlssenhaft 11, 1985, 85) davon ausgehen muflte, dafl diese die Enzymaktivit&t und die Stoffwechselvor- 
gange in Mikroorganismen nicht beinflussen. 

25 Bemerkenswert ist auch, dafl nach gettender Lehrmeinung Bakterien eine Phytoalexlnbildung bei 
Pflanzen nur ausidsen kdnnen, Indem sie, wie zum Beispiel Vertreter der Gattung Erwinla, mittels 
bestimmter Enzyme (Pektinasen) aus der pfianzlichen Zellwand Elidtoren (Ollgogalakturonide) freisetzen, 
die ais endogene Elicitoren die Phytoalexinbildung stimuiieren. 

Es wurde nun gefunden, daS Verbindungen und Zellprfiparationen von Mikroorganismen, die Im 
30 fotgenden als Bicitoren bezeichnet werden, Qberraschenderweise doch in der Lage sind, in Mikroorganis- 
men Enzymakttvttfiten und deren Syntheseleistung zu steigem. DarUberhlnaus wurde gefunden, daB es 
auch Bakterien gibt, die Elidtoren enthalten, weiche keine Enzyme Oder nutritive Faktoren sind. 

Das erfindungsgem20e Verfahren kann grundsStzlich mittels isolierten odor synthetisierten Elicitoren 
durchgefUhrt werden, dies ist aber in der Regel vie! zu aufwendig. Es genOgt wenn man inaktlvlerte 
35 Bidtoren-haltigQ Mikroorganismen verwendet Oder Fragmente dieser Mikroorganismen, wie zum Beispiel 
Zellwandfraktionen, Zelifragmente mechanisch aufgeschlossener Oder chemisch bzw. enzymatisch lyslerter 
Zellen Oder durch Hllfsstoffe, wie zum Beispiel Ethanol odor Aceton pr&zJpitierte Zell inhaltsstoffe. Inaktivier- 
te Mikroorganismen sind im Slnne der Erfindung sotche, die auf Dauer ihre LebensfShlgkeit verioren haben. 

Wenn der Mikroorganlsmus Elicitoren in die KutturbrQhe abgibt, Oder nach Lysis Oder Sterilisation 
40 wasserldsliche Elidtoren-haltige Zellinhaltsstoffe bikfet, so kann man auch diese Bidtoren-haltigen Exkretio- 
nen der Mikroorganismen zur DurchfUhrung des erfindungsgemSiJen Verfahrens verwenden. Jede Form 
Elicitorenhaltigen Produkts von Mikroorganismen eignet sich zur DurchfUhrung des erfindungsgemSAen 
Verfahrens. 

Mikroorganismen, von denen bekannt 1st da/3 sie Bicitoren besitzen sind unter anderem die in der 
45 nachfolg8nden Tabelle 1 aufgelisteten PilzstMmme und Hefen: 


so 
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Tabelle 1 


5 


10 


is 


20 


25 


30 


Alternaria carthami 
Botrytis dnerea (ATCC 48345) 

Ceratocystis fimbriata 
Ceratocystis ulmi 
Chondrostereum purpuraum 
Cladosporium fulvum (ATCC 44981) 
Colletotrlchum llndemuthianum (ATCC 52471) 
Fusarium solani 

Fusarium solanifspmori (ATCC 44934) 
Qanoderma applanatum 
Gtomereila dngulata 

Helminthsporium carbonum (ATTC 52471) 
Monillnia fructicola 
Nectria haematococca 
Phoma ©xtgua 
Phytophthora cannabivora 
Phytophthora capsid (ATCC 52771) 
Phytophthora intectans (ATCC 44776) 
Phytophthora megasperma var glydnea 
Phytophthora infectans 
Phytophthora megasperma 
Phytophthora nicotiane 
Puccinia coronata 
Pyricularia oryzae (ATCC 15923) 
Saccharomyces cerevisiae 
Verticillium albo-atrum 
Vertidllium dahliae (ATCC 26289) 


Arch. Bloch.Blop. 229, 1984, 136 
Physiol. Plant Pathom, 1977, 287 
Phytochemistry 23, 1 084.759 
Phytochemistry 23, 1984.383 
J.Chem.Soc.Peridn Trans 1, 1984, 14341 
Physiol. Plant Pathol. 18. 1980. 391 
Eur. J. Biochem. 129, 1983,593 
Plant Physiol. 76, 1984,833 
NatProd. Rep. 2. 1985. 439 
Phytochemistry" 22, 1983, 1039 
Physiol.Plant.Pathol. 21. 1982.171 
Z. Naturforsch. Sect C 38. 1983, 899 
J Am.Chem. Soc.,84,1 962.1 919 
Phytochemistry 22, 1883, 2291 
Phytochem. 2T 1982,1818 
Z.Naturt. Sect C. 39, 1084,217 
Physiol.PlatPathol. 1 8, 1 981 , 379 
Phytochem.23, 19841537 
Arch.Bioch. Bioph2^, 1984.136 
Phytpathoi. Z, 27. 1956, 237 
J. Biol. Chem. 259, 1984,11341 
Phytopathology??, 1981, 884 
Physiol. Plant Pathol. 20, 1982, 189 
Agric. Biol. Chem. 48, 1984, 253 
Plant Physiol. 62, 1978. 107 
NatProd. Rep.T 1985.429 
ATCOKatalog, 16. Aufi. 1984 


In eigenen Versuchen wurden proteolytisch mitteis Trypsin gereinigte ZellwandprSparate von Gram- 
positiven BakterienstSmmen der Gattungen Badllus, Corynebacterium. Brevibacterium, Cellulomonas, Lact- 
obacillus. Pimeiobacter, Rhodococcus und Staphylococcus und In Wasser hitzesterilisferte Mikroorganismen 
35 dleser Gattungen und deren Rltrate daraufhin untersucht, ob sie Bicftoren besitzen. In der nachfolgenden 
Tabelle 2 sind die BakterienstSmme aufgefOhrt in denen Elldtoren nachgewiesen warden konnten. 


Tabelle 2 

40 

Bacillus licheniformis ATCC 9945 
Bacillus pumilus ATCC 7061 
Brevibacterium butanicum ATCC 21196 
Brevibacterium flavum ATCC 13826, ATCC 14067 
4» Brevibacterium lactofermentum ATCC 13855 
Brevibacterium giutamingenes ATCC 13747 
Brevibacterium ammoniagenes ATCC 6872 
Corynebacterium hydrocarboctastum ATCC 15592 
Corynebacterium nephridii ATCC 11425 
so Corynebacterium paurometabolum ATCC 8388 
Corynebacterium lilium ATCC 15990 
Corynebacterium striatum ATCC 6940 
Corynebacterium xerosis ATCC 373 
Corynebacterium diphtheria© (Stamm Mass. 8/Behring Werke) 
65 Corynebacterium melassecola ATCC 17965 
Corynebacterium giutamicum ATCC 13032 
Corynebacterium uratoxidans ATCC 21749 
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus ATCC 7469 
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Lactobacillus plantarum DSM 20174 
Pimelobacter tumescens AJ 1460 
Rhodococcus fasdans ATCC 12975 

Rhodococcus fascians 1 - Iso tat von Prof. Dr. Stolp, Univ.Bayreuth 
s Rhodococcus fascians 2- Isolat von Prof, Dr. Stolp, Univ.Bayreuth 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurden bisiang nur BakterienstSmme weniger Qattungen von 
Gram-positiven Eubacterien daraufhin untersucht ob sie Elidtoren besltzen. Auch unter den Pilzstammen 
inklusive der Helen wurden -sowett man den VorpuWikationen errtnehmen kann - meist nur solche auf das 
10 Vorhandensein von Ellcitor-Aktivitflten untersucht. von denen bekannt 1st dafl sie phytopathogen sind. Es 1st 
deshaib zu erwarten, dafl zusSt 2 lich noch zahlreiche Mlkroorganismen, wle zum Beisplel Bakterlen der 
Gattungen Mycobacterium, Nocardla, Nocardioides Oder Pseudonocardia aufgefunden werden kdnnen. die 
ebenfaJIs Elidtoren besltzen. 

Die PrQfung von Mlkroorganismen auf Eilcitor-Aktivitit kann probtemlos mlttels der Ublichen Screening- 
is Versuche, wie sie dem Fachmann geldufig sind durchgefQhrt werden. 

So kann man beispieisweise in Reihenversuchen die Mlkroorganismen, deren Enzymaktivitfit Oder 
Syntheseleistung gesteigert werden soil, in Submerskufturen anzOchten, den einzeinen Kutturen inaktivierte 
Mlkroorganismen unterschiedlicher Spedes Oder Subspezies zusetzen und nach erfoigter Fermentation 
anaiytisch ermitteln in welchen Kulturen eine Steigerung von Enzymaktivitaten Oder der Syntheseleistung 
so erzielt wird. Eine Steigerung von Enzymaktivitaten der Mlkroorganismen erkennt man beispieisweise damn, 
dafl man bel der fermentativen Umwandlung von Substraten eine erhdhte Biidungsgeschwindlgkeit des - 
Oder erhdhte Ausbeute an - Verfahrensprodukt erzielt Entsprechend kann eine gesteigerte Syntheselei- 
stung der Mlkroorganismen belspleiweise an elner erhdhten Biidungsgeschwindlgkeit des - Oder erhdhten 
Ausbeute an - Inhattsstoffen des Mikroorganismus erkannt werden. 

25 Wie der bislang durchgefQhrten Versuche. die In den AusfUhrungsbeispielen nSher beschrieben werden, 
zeigen, scheint das erfindungsgemafle Verfahren zur Steigerung von Enzym-Aktivitfiten odor der Synthese- 
leistung von Mlkroorganismen sehr vielseitig anwendbar zu sein. So konnte durch Zugabe von Zellwandpr&- 
parationen von in der Tabeiie 2 aufgefOhrten Mlkroorganismen die Farbstoffbildung des Streptomyces 
lividans (Actinorhodin, Prodigiosin), sowie die Farbstoffbildung des Streptomyces coellcolor, des Streptomy- 
30 ces griseoruber, des Streptomyces latericius des Streptomyces purpurascens und des Streptomyces 
violaceus stimuliert werden. Femer war es mttgllch, die Bildung von fl-Lactam-Antlbiotika des Streptomyces 
clavullgerus und die Alkaiotdsynthese von Claviceps paspali zu stimulieren. 

Eine derartige Steigerung der Syntheseleistung von Mlkroorganismen wird man nicht nur mitteis der 
Zellpraparationen von den in der Tabeiie 2 aufgefOhrten Bakterlen erzielen kdnnen, sondem es 1st zu 
35 erwarten, dafl auch mitteis Ellcftoren-haligen Pilzen und Hefen, wie sie In der Tabeiie 1 aufgefQhrt sind, eine 
Steigerung von Enzymaktivitaten und der Syntheseleistung von Mlkroorganismen erzielt werden kann. 

Es gelang femer mit Hiffe von Zellwandprfiparationen von In der Tabeiie 2 aufgefOhrten Mlkroorganis- 
men in Zellkulturen hfiherer Pflanzen, wie Eschschoitzia caiifomica Oder Rauvolfia serpentina eine signtfi- 
kante Steigerung der Alkaloidbildung zu erzielen. 

40 Weiterhin gelang es mit Hiife dieser Zellwandpraparationen, die FShlgkelt von Bacillus lentus, Steroide 
in der 1 ,2-Position zu dehydrieren, und die FShigkeit von Rhodotorula glutinis, 17-Ketosteroide selektiv zu 
reduzieren, und die FShigkeit von Penicillium raistrickii, Steroide in der 15a-Position zu hydroxylieren, 
deutlich zu steigem. Erfolglos bNeb bislang ledlgllch der Versuch, mit Hiife dieser Zeilwandpraparation die 
Fahigkeit von Curvuiarla lunata zur 11 fl-Hydroxylierung von Steroiden zu steigem. 

45 Diese Versuche lassen die Hoffnung berechtigt erscheinen, dafl es mit Hiife des erftndungsgemaflen 
Verfahrens mOglich sein wird, auch die Bildung zahlreicher anderer gewerbsmfifllg nutzbarer mikrobieller 
Inhattsstoffe zu stimulieren und weitere Enzymaktivitaten von Mlkroorganismen, die technisch nutzbar sind, 
zu steigem. 

Derartige mikrobielle InhaKsstoffe sind beispieisweise Antibiotika, wie die Penicllline, Cephalosporine, 
so Cyclosporine, Actinomyctne, Gramicidine, Neomycin©, Gentamycine, Nystatin©, Tetracycline, Nikomydne 
Oder das Uncomydn, das Erythromydn, das Chloramphenicol, das Griseofulvin Oder die Fusldinsfiure u.a., 
Mutterkomalkaloide, wie das Ergocryptin, das Ergotamin, das Ergosin, das Ergocristin. das Ergocomin, das 
Agroclavin, das Chanoclavin, das Festuciavin, die Paspalins&ure Oder die Lysergs^ure-Derivate, Vitamine, 
wie das Vitamin B 12, das Riboflavin Oder das fl-Carotin, Enzyme wie die Amylasen, Glucoseisomerasen, 
55 Proteasen, Pectinasen, Cellulasen, Upasen, Peniciflinacylasen, Chitinase Oder die Lactase, Nucleoside, wie 
die Guanylsfiure Oder Inosylsflure Oder beispieisweise auch AminosMuren, wie das Cystein, die Glutamin- 
sSure, das Tryptophan, Oder das Lysin. 

GrundsSitziich sollte es auch mdglich sein, bel genetlsch verSnderten Mlkroorganismen, die endogene 
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Oder exogene Proteinbildung zu stelgem. Solciie nutzbaren Proteine sind nicht nur die bereits erwfihnten 
Enzyme und Antibio tika. sondem auch beispielswelse Interferon. Insulin. ErythropoiUn und TNF. 

Mlkroorganismen. die wegen ihrer EnzymaktivitSten technisch angewendet werden, sind beispielswelse 
in foigenden Publikationen beschrieben: 

s W. Chamey and H. Herzog: Microbial Transformations of Steroids; Academic Press, New York etc. 1967 
K. Kieslich: Microbial Transformations of Non-steroidal Cyclic Compounds; Georg Thleme Publ, Stuttgart 
(DE), 1978 und 

K. Kieslich: Biotransformations; In H. J. Rehm und G. Reed (Herausgeber): Biotechnology; Weinheim (DE) 
etc. Vol 6a, 1884. 

io Derartige Mlkroorganismen sind unter anderem solche, die Steroidtransformatlonen wle die llo-. HB- oder 
1 ScrHydroxyllerung. die A'-Dehydrierung, 17o, 170-Ketoreduktlonen, Oder den Seitenkettenabbau von 
Sterinen Oder Antlblotikatransformationen, wie Penidliinspaltung bewirken. 

Es 1st nicht unwahrscheinlich, dafl es mit Hllfe des erflndungsgemfiBen Vertahrens gelingen kBnnte. 
neue technisch verwertbare mikrobielle Inhaltsstoffe, wle zum Beispiel neue Antibiotika aufzufinden, indem 
is man den zu testenden Mikroorganismen inaktive Blcitoren-haltlge Mlkroorganismen zusetzt Diese Hoffnung 
ist deshaib nicht unbegrOndet, well bekannt 1st, dafl zahlreiche hdhere Pllanzen Phytoalexine nur dann In 
nennenswerten Mengen bilden. wenn sie mit Elicitoren-haltigen Mikroorganismen inflziert sind. 

Die Bestlmmung, welcher Bicitoren-haltige Mlkroorganlsmus die Enzymaktivifiten Oder die Syntheselei- 
stung elnes bestimmten Mikroorganlsmus stelgert erfblgt mlttels konvendoneller Methoden, die dem 
20 Fachmann gelSuflg sind. 

Die DurchfOhrung des erfindungsgemMen Vertahrens ist, sowie es die Fermentation mlttels Mikroorga- 
nismen betrifft, Kir den Fachmann unproblemaUsch. Der Mikroorganismus. dessen Enzymaktivitfit Oder 
dessen Syntheseleistung gesteigert werden soil, wild unter den bekannten Bedingungen angezQchtet; dann 
setzt man der Kultur die inaktivierten Elicitoren-haltigen Mikroorganismen, Fragments derseiben, Zellextrak- 
2 s te derseiben oder Exkretionen derseiben zu und setzt die Fermentation wie Ubllch fort. Die Zugabe der 
inaktivierten Mikroorganismen, der Fragments oder Extrakte dieser Organismen oder der Exkretionen von 
Ellcltoren-haltlger Mikroorganismen kann bereits zu Fermentationsbeginn erfolgen. Die optlmale ZugabezeK 
ist naturgemSB von der Art des angezOchteten Mikroorganismus abhSngig, insbesondere vom Verlauf seiner 
exponentlellen Wachstumsphase und muB Im Einzelfall etmittelt werden. So erweist es slch bet Bakterlen 
30 beispielswelse oft als zweckmSflig, diese Zugabe 4 bis 30 Stunden nach Fermentationsbeginn durchzufOh- 
ren. Bel der Zugabe Inaktivierter Mikroorganismen oder Fragmente derseiben verwendet man pro Kubikme- 
ter Fermentationsbrtlhe Obllcherweise 1 bis 1000 g (vorzugsweise 10 bis 200 g) Inaktivierten Mikroorganis- 
mus Oder 0,1 bis 100 g (vorzugsweise 1 bis 30 g) des Fragments dieses Organismus. Verwendet man 
Exkretionen von Elicitoren-haltigen Mlkroorga nismen so wird es In der Regel ausreichend sein, pro 
35 Kubikmeter Fermentationsvolumen 1 bis 50 I der Exkretions-L5sung anzuwenden. Wenn das erfindungsge- 
mSfie Verfahren dazu dient die EnzymaktMtflt eines Mikroorganismus, der zur enzymatischen Umwandlung 
von Substraten angewendet wird, zu steigem, wird man die Zugabe des Substrates in der Regel 0 bis 10 
Stunden nach erfolgter Zugabe des Elicitoren-haltigen inaktivierten Mikroorganismus oder dessen Fragmen- 
ten oder Exkretionen beginnen. 

40 Die optimalen Fermentationsbedingungen sind von der Art des verwendeten Mikroorganismus. dem 
verwendeten Nfihrmedium, der Fermentatlonszelt, der Art und Mange des Elicitoren-haltigen Materials etc. 
abhangig; sie mOssen im Einzelfail durch Vorversuche. wie sie dem Fachmann gelfiufig sind, ermittelt 
werden. 

Zur Herstellung der inaktivierten Elicitoren-haltigen Mikroorganismen werden diese unter den Ubllchen 
45 Bedingungen angezQchtet, sodann durch Zentrifugieren Oder Rltration von der KulturbrOhe getrennt, 
gewUnschtenfalls gewaschen und nochmais isoliert Zur Inaktlvierung der Mikroorganismen kdnnen unter- 
schledllche Verfahren angewendet werden. 

MSgliche Inaktivierungsmethoden bestehen darin, auf diese Mlkroorganismen typische Zeilglfte, wle 
Ethylenoxide, Formaldehyd, Ozon, Quecksllberverbindungen, organische L6sungsmittel. wie Methanol, 
so Ethanol Oder Aceton einwirken zu lassen oder die Mikroorganismen durch Erhitzen auf 90 bis 140 durch 
Bnwirkung extremer Druckdifferenzen (Desimegration), Bnwirken hochfrequenter elektrischer Felder oder 
durch UV-Bestrahlung, Bestrahlen mit 7-Strahlen Oder Ultraschalleinwirkung abzutfiten. Die Bedingungen. 
unter denen die Inaktlvierung durchgefOhrt werden kann, sind dem Fachmann wohl bekannt. (K.H. Wailhau- 
ser, H. Schmidt Sterilisation, Desinfektion, Konservlerung, Chemotherapie, Georg Thieme Veriag, Stuttgart 
ss (DE). 1967). 

Fragmente Elidtoren-haltiger Mikroorganismen kann man beispielswelse durch lysieren der Mlkroorga- 
nismen durch Einwirken von osmotischen Schock oder Temperaturschock. durch Autolyse der Mikroorga- 
nismen. durch Behandeln der Zellen mit Uttraschall oder durch Zerreiben der Mlkroorganismen mit 


5 



EP 0 325 933A1 


Glasperlen, Glasstaub Oder Quarzsand und anschlle/tendem dffferenzierten Zentrifugieren erhalten (Hughes, 
D.E.,Wimpenny, J.W.T.and Lloyd, D.: The disintegration of micro-organisms. In: Methods in Microbiology, 
Vol13, (Norris, J. R. and Ribbons, D.W., eds.) p. 1-54, Academic Press, New York, London, 1971). 

Aus diesen Zelifragmenten kdnnen beispielsweise durch Trypsin-Behandlung gereinigte Zellwandfrak- 
5 tionen dargesteilt warden. Die berelts erwtihnten und in den nachfolgenden AusfOhrungsbeispielen verwerv 
deten Zellwandfraktionen wurden nach dem von Schleifer und Kandler (Arch.Mikroblol. 57, 1907, 335-365) 
beschriebenen Verfahren hergestelit. 

Andererseits ist es aber auch mflglich, aus wasseriSsilchen Zellbestandteilen durch Austrian beispiels- 
weise mit Ethanol Oder Aceton Bldtoren-hartige Prtizipitate herzustellen (Kocourek, J. and Ballou, C.E., J. 
io Bacteriol. 100, 1969, 1175-1181). 

Exkretionen Btartoren-haltiger Mikroorganismen sind aktiv abgegebene, durch Lysieren, "leaky ma- 
chen", Extraktlon mit Oberkritischen verflUssIgten Gasen (z.B. Kohlendloxtd) Oder Hltzesteriilsation von 
Zeilen in Wasser erhaltene Zellbestandteile, wasserldsllche Oder durch Abfiltrleren Oder Abzentrlfugieren 
der Organismen erhaltene Kulturbrilhen. Diese kdnnen bei Bedarf welter aufgerelnigt warden, beispielswel- 
15 se durch Extraktlon llpophiler Substanzen, Adsorption stark ftirbender Substanzen etc. 

Es wurde bereits erwtihnt, dafl die Anwendung von enzymfreien BIcitoren-haltigem Material von 
Bakterien zur Steigerung der Lelstung zur Synthase von Inhaltsstoffen hdherer Pflanzen experimentell 
belegt werden konnte; dies kbnnte eventuell fOr die Anwendung pflanzllcher Zellkulturen zur Herstellung von 
Arzneimfttelwirkstoffen von Bedeutung seln (M.H. Zenk in: Pharmazie heute, 103, 1982, Band 3, 131-138). 
20 GrundsStzJIch scheint es auch denkbar, da B Elicltoren-haltiges Material von Bakterien auch zur Steigerung 
der Lelstung zur Synthese von Inhaltsstoffen in Kuituren tterischer Oder menschllcher Gewebe Oder Zeilen 
dlennen kdnnte. Oder In der Theraple - beispielsweise bei Wundbehandlungen -Anwendung finden kdnnte. 

Die nachfolgenden AusfOhrungsbeispiete dienen zur ntiheren Eritiuterung der Erfindung. 


25 

Beisplel 1 

Stimulation der Synthese von geffirbten Inhaltsstoffen (Actinorhodin, Prodlglosln) bei Streptomyces 
lividans (ATCC 19844) durch Zellwandprtiparate. 

30 80 mi eines Ntihrmediums bestehend aus 
103 g Saccharose 
10 g Glucose 

10,12 g Magnesiumchlorid-Hexahydrat 
0.25 g Kaliumsutfat 

as 0,1 g Casaminoacids (Difco Labs, Detroit/USA) 

800 ml destilliertes Wasser . 

werden sterilisiert (20 Minuten, 120* C) und mit folgenden frisch bereiteten Ldsungen steril supplementiert 

1 ml 0,5 %iger Kallumdlhydrogen-Phosphat-Ldsung 
8 ml 3,68 %iger Calciumchlorid-Dihydrat-Ldsung 

40 1 ,5 ml 20 %iger L-Prolin-Losung 

10 ml 5,73 %iger TES-Puffer-L6 sun g (pH 7,2) 

02 ml Spurenelementen-Ldsung - enthaitend pro Liter 
40 mg Zink(ll)-chlorid 

200 mg Ei$en(IIIKhlorid-Hexahydrat 
45 10 mg Kupfer(ll)-ch!orid-Dihydrat 

10 mg Mangan(!l>chlond-Tetrahydrat 
10 mg Dlnatriumtetraborat-Dihydrat 
10 mg Hexaammonium-heptamolybdat-Tetrahydrat 

0,5 ml 1 N-Natronlauge 

so Je 1.8 ml dieser Ntihrtdsung werden steril in die 24 jeweils 3 ml fassenden Kammem einer Polystyroh 
Multischale (Multidlsh, Fa. Nunc. 0200 Wiesbaden 12) elngebracht Je 2 mg der^auf Eliritor-GehaJt zu 
testenden Zellwandprtiparate werden in bidestiiliertem Wasser 20 Minuten bei 120 C sterilisiert und die 
erhalten en Suspension en den Kammem zugesetzt 2 Kammem erhalten kelne Zustitze, sle dienen als 
Kontrollen. In alien Kammem wird das Voiumen einheitlich mit bidestiiliertem Wasser steril auf 2 ml 
55 eingestellt Jede Kammer wird identisch mit 5 ul einer Sporensuspension von Streptomyces llvidans (ATCC 
19844) steril beimpft Die Inkubation des Versuchsansatzes erfolgt aerob (TablarschUttier, 10 Umdrehungen 
pro Minute) bei 26* C. 

Nach 96 Stunden zentrifugiert man die Zeilen ab, wtischt sle mit physlologlscher Kochsalzldsung, 
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trocknet sie im Vakuum Uber Kalziumchlorid und erhait so die in der Tabelle aufgefUhrten Zellausbeuten. 
Die bet der Zentrtfugation erhaltenen OberstSnde werden auf elnen pH-Wert von 7 eingestellt. auf 4 ml mlt 
Wasser verdtlnnt und ihre Absorptionspektren zwischen 180 und 800 nm ermlttelt. Die retativen Mengen der 
synthetisierten geldsten SekundSrstoffe Actinortiodin und Prodigiosln werden nMherungweise durch Wiegen 
5 der Absorptionsglpfel der automatisch aufgezeichneten Spektren ermittelt 

Die nachfolgende Tabelle 3 zeigt die in dleser Versuchsreihe erzieiten Ergebnisse. 

TABELLE 3 


10 

Getestete BakterienzellwSnde 
von 

Trockenzellausbeute 

(mg) 

Farbstoffgehalt rel. 
Absorptionseinheiten 


ohne (Kontrolle) 

22 

1 


B. ammoniagenes (ATCC 6872) 

25 

38 

IS 

B. glutamingenes (ATCC 13747) 

32 

24 


Ba. pumilus (ATCC 7061) 

34 

2 


B. linens (ATCC 19391) 

23 

1 


C. diphtherlae (Mass. 8) 

24 

34 


C. mela9secola (ATCC 17985) 

26 

34 

20 

C. gkitamicum (ATCC 13032) 

43 

50 


C. lilium (ATCC 15990) 

33 

40 


Ce. cellasea (ATCC 14359) 

36 

2 


L plantarum (DSM 20174) 

32 

31 


S. aureus Stamm H 

44 

1 

25 

B a Brevibacterium 
Ba* Bacillus 
C » Corynebacterium 



30 

Ce - Ceitulomonas 
L = Lactobacillus 




S = Staphylococcus 




Beispiel 2 

Stimulation der Synthese von gefSrbten Inhaltsstoffen (Actinorhodin, Prodigiosin) bei Streptomyces 
lividans (ATCC 19844) durch Zellwandextrakte. 

40 Llnter den Bedlngungen des Beispiels 1, jedoch unter Verwendung der Sterilfiltrate der in Wdestilliertem 
Wasser 20 Minuten be) 120* C steriiisierten 2 mg ZeltwandprSparate wird eine fast gleich Starke 
Stimulation der Farbstoffbildung bel Streptomyces lividans (ATCC 19844) erzlelt wie bei der Verwendung 
von Suspensionen dieser steriiisierten ZellwSnde. 

45 

Beispiel 3 

Stimulation der Synthese von gef2rbten Inhaltsstoffen (Actinorhodin. Prodigiosin) bei Streptomyces 
lividans (TCC 19844) durch Zellextrakte. 

so Unter den Bedingungen des Beispiels 2, jedoch unter Verwendung von je 20 mg Zellmasse anstelie 
von 2 mg ZellwandprSparat wird eine etwa gleich stark© Stimulation der Farbstoffbildung erzlelt wie bel der 
Verwendung von Suspensionen der steriiisierten ZellwSnde. 


g5 Beispiel 4 

Stimulation der Synthese von gefSrbten Inhaltsstoffen bei Streptomyces coelicolor A3(2) bzw. (ATCC 13 
405). 
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Unter den Bedingungen des Beispiels 1, jedoch unter Verwendung von Streptomyces coelicolor A3(2) 
erzielt man eine deutiiche Stimulation der Farbstoffbildung (wahrscheinlich ebenfalls Acttnorhodin) bei 
diesem Bakterium. 


5 

Beispiel 5 

Stimulation der Synthese von gefSrbten Inhaltsstoffen bei Streptomyces griseoruber (DSM 40275). 

Unter den Bedingungen des Beispiels 1 , jedoch unter Verwendung von Streptomyces griseoruber (DSM 
io 40275) erzielt man bei diesem Bakterium ebenfalls eine sehr deutiiche Steigerung der Farbstoffbildung 
(vermutiich Anthracyciln-Antibiotika). 


Beispiel 0 

Stimulation der Synthese geftrbter Inhaltsstoffe bei Streptomyces purpurascens (DSM 40 310). 

Unter den Bedingungen des Beispiels 1, jedoch unter Verwendung von Streptomyces purpurascens 
(DSM 40 310) erzielt man bei diesem ebenfalls eine starke Steigerung der Farbstoffbildung (vermutiich 
ebenfalls Anthracydin-Antiblotlka). 


Beispiel 7 

Stimulation der Synthese gefSrbter Inhaltsstoffe bei Streptomyces lateridus (DSM 40 163). 

25 Unter den Bedingungen des beispiels 1, jedoch unter Verwendung von Streptomyces lateridus (DSM 
40 163) erzielt man bei diesem Bakterium ebenfalls eine slgnifikante Steigerung der Farbstoffbildung. 


Beispiel 8 

Stimulation der Synthese geffirbter Inhaltsstoffe bei Streptomyces violaceus (DSM 40 082). 

Unter den Bedingungen des Beispiels 1, jedoch unter Verwendung von Streptomyces violaceus (DSM 
40 082) erzielt man bei diesem Bakterium ebenfalls eine slgnifikante Steigerung der Farbstoffbildung. 


35 

Beispiel 9 

Stimulation der Bildung von 0-Lactam-Antfbiotika (Cephalosporins, Penicillin N) durch Streptomyces 
ciavuligerus (ATCC 27064). 

40 5 g 3-(N-Morphollno)-propansulfons8ure (MOPS) 

3,5 g Dikaliumhydrogenphosphat 
0.6 g Magnesiumsuffat-Heptahydrat 
2 g L-Asparagin 
10 g Glycerin 

45 1 g Hefeextrekt (Oxid, Wesen, DE) 

1 ml Spurenelementealz-Ldsung - enthaltend pro Liter 
1 g Eisen(ll)-sulfat-Heptahydrat 
1 g Mangan(ll)-chlorid-Tetrahydrat 
1 g Zinkchlorid-Heptahydrat 
50 1 g Kalziumchlorid 

werden mit destillierten Wasser auf 1 Liter aufgefOllt und sterilisiert (20 Mlnuten; 120* ). 

Je 1.8 ml dieser NShrlflsung werden steril In 3 ml fassende Kammem einer sterilen Polystyrol- 
Multischale (Multldlsh; Fa. Nunc, 62 Wiesbaden 12) eingebracht Je 2 mg der auf EHcitor-AktivltSt zu 
testenden ZellwandprSparate Oder 10 mg der zu testenden Zellen werden als in bidestllllertdm Wasser 
55 sterilisierte (20 bzw. 45 Minuten 120* C) homogene Suspensionen zugesetzt. Zwei Kammern. die als 
Kontrolie dlenen, erhalten keine Zusfitze. in alien Kammem wird sodann das Volumen einheitlich mit 
bidestilliertem Wasser steril auf 2 ml elngestellt Jede Kammer wird Identisch mit 5 ul einer Sporensuspen- 
sion von Streptomyces ciavuligerus (ATCC 27064) beimpft. 
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Die Inkubation der Versuchsrelhe wird unter aeroben Bedingungon (TablarschOttler 160 Umdrehungen 
pro Minute) bel 26 ’ C vorgenommen. Die Inkubationszeit betrSgt 24-48 Stunden. 

Die Antibiotikumbildung wird im Verglelch mit den Kontrollen mit Hilfe des Plattendiffusionstests 
Uberprilft. Die in Soft-N8hragar suspendierten Detektororganismen aind Micrococcus luteus bzw. Bacillus 
s subtills (10 5 Zellen pro ml). Auf Standardfilterpifittchen (0,9 cm Durchmesser) warden jewells 25 ul 
zentrtfugierte (48.000 x g) KulturbrOhe aus den Testkammem appliziert. Nach einer Diffuslonszeit von 4 
Stunden bei 4* C wird der Biotest fUr 25 Stunden bel 30 ' C Inkublert. 

Bel den Kulturen, die unter Zusatz abgetdteter Zellen von Brevibacterium flavum ATCC 13820. Oder 
von ZellwandprSparationen dieses Bakteriums beziehungswelse von ZellwandprSparatlonen von Corynebac- 
io terlum diphtherias (Stamm Mass. 8) angeztlchtet wurdgn, zeigten eindeutlg vergrfiflerte Hemmhfife im 
Verglelch zu den Kontrollen eine vermehrte Bildung von fl-Lactam-Antibiotika (Penicillin N, Cephaiosporlne) 
durch Streptomyces clavuligerus an. 

»6 Belspiel 10 

Stimulation der Bildung von Alkaloiden (Sangulnarin, Chelirubin, Marcarpin und Chelerythrin) durch 
Kulturen von Eschscholtzia callfomica. 

In 24 1 mi Kammem einer Polystrol-Multlschale (Fa. Nunc, 8200 Wiesbaden 12) werden unter den von 
20 J. Berlin et at. (Z. Naturforsch.,38c. 1983, 348-352) sis optimal beschrlebenen Bedingungen Jeweils 
Qewebekulturen von Eschscholtzia callfomica angeztlchtet. Bne der Kammem bleibt ohne weiteren Zusatz 
als Kontrolle, eine Kammer erhfilt 286 mg/1 hitzeextrahierten und ethanolgeffillten Hefeelicitor (herge3teltt 
nach Kocourek J. and Ballou, C.E., J. Bacteriol 100, 1889, 1175-1181). die Qbrigen )e 266 mg/I Zellwandpra- 
parat der Bakterlen, die in Tabelle 3 aufgefOhrt sind. Dann werden die Kulturen 72 Stunden lang bei 24* C 
26 inkubiert und anschlleflend der Alkaioldgehalt der Kulturen photometrisch ermlttelt wobei der durch den 
Hefeelicitor induzlerte Alkaioldgehalt als 100 % gewertet wird. 

Die nachfolgende Tabelle 4 zeigt die in dleser Versuchsrelhe erzielteh Ergebnlsse. 


so 


ss 


40 


46 


so 



65 
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TABELLE 4 

I 


Getestete Bakterien- 

zallwindt 

Brevibacterium butanicum ATCC 21196 

10 Brevibacterium flavum ATCC 13826 

Brevibacterium flavum ATCC 14067 

Brevibacterium glutamingenes ATCC 137 

Brevibacterium lactofermentum ATCC 13655 
is 

Brevibacterium ammoniagenes ATCC 6872 

Corynebacterium hydrocarboclastum ATCC 15592 

Corynebacterium nephridii ATCC 11425 

20 Corynebacterium paurometabolum ATCC 8368 

Corynebacterium lilium ATCC 15990 

Corynebacterium striatum ATCC 6940 

Corynebacterium petrophilum ATCC 19060 
25 

Corynebacterium xerosis ATCC 373 
Corynebacterium diphtheriae Stamm Hass. 8 
Rhodococcus fascions ATCC 12975 
ao Rhodococcus fascians 1 

Isolat von Prof. Dr. Stolp, Univ. Bayreuth 
Rhodococcus fascians 2 

Isolat von EifcL. Dr. StolP.Univ.Bavreuth 


Z Elicitoraktivitdt 


19 
16 
30 
. 1 13 
43 
40 
8 

123 

16 

108 

17 

0 

102 

137 

27 

11 

7 


Beispiei 11 

Stimullerung der Bildung von Indolalkaloiden (Vallesiacotamin) in Kuituren von Rauvolfia serpentina. 

Die Suspensionskultur von Rauvolfia serpentina (Stdckigt, J M A. Pfitzner and J. Flrl: Plant Cell Rep. 1^ 
36-39 (1981) wird in Linsmaier und Skoog (LS)-Medlum (Physiol. Plantarum 18, 100-127 (1965) auf 
RotationsschUttlem (100 Umdrehungen pro Minute) bei 23* C und Dauerlicht (600 Lux) kultlvlert. Zur 
Elicitiening werden 200 g Zellfrlschgewicht/I LS-Medium angeimpft. Als Elidtoren-haltlge Fragment© von 
Mikroorganismen werden ZeilwandprSparate der in der Tabelle 4 aufgefUhrten Bakterien in einer Konzentra- 
tion von 130 mg/1 Medium verwendet 

Nach einer Inkubatlon von 5 Tagen hat slch sowohl in den elicitierten Kuituren als auch in den 
Kontroiten die Zeilmasse verdoppeit. Die Zeiien werden geemtet und mft Methanol extrahiert. 

Die Mange des Indoialkaioids Vallesiacotamin wird Uber eine HPLC-Auftrennung der Extrakte bestimmt. 
WShrend die unbehandelten Kontroilkulturen nur 1,16 mg/1 Medium enthalten, betrSgt die Ausbeute bel den 
elicitierten Kuituren maximal 58 mg/I . Dies entspricht einer Steigerung urn das 50-fache durch den Slcitor. 


Beispiei 12 

Stimulierung der 17-Ketosteroid-Reduktase-Aktivitat von Rhodotorula glutinis IFO 0389. 
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a) Bn 2 I Erlenmeyerkolben mit 500 ml sterllem NMhrmedium enthaltend 


5 

2 

% 

% 

Qlucose-Monohydrat 
Comsteep liquor 

-eingestellt auf pH 6.5 * 


wird mit einem Abstrich aus einer Schragagarkuitur von Rhodotorula glutinls IFO 0389 beimpft und 40 
70 Stunden lang bei 30* C mit 190 Umdrehungen pro Minute angezUchtet. 

b) Bn 500 ml Erlenmeyerkolben mit 100 ml sterilen NShrmediums enthaltend 


1 

% 

Comsteep liquor 

5 

% 

Nurupan® (Hersteiler Nurupan GmbH, 4000 DQsseldorf 1; 06) 

1 

% 

Metarin® (Hersteiler Lucas Meyer; 2000-Hamburg 28; DE) 

- eingestellt auf pH 6,2 - 


20 

wird mit 10 ml der gemSfl Beisplel 12a hergestellten Rhodotorula-Vorkultur beimpft und 7 Stunden lang bei 
30* C und 180 Umdrehungen pro Minute angezQchtet 

Danach setzt man der Kultur 10 mg 3-Hydroxy-1,3 t 5<10),7-estratetraen-l7-on zu und fermentlert weitere 210 
Stunden lang. Dann extrahiert man die Kultur mit Methyllsobutylketon, engt den Extrakt ein und reinigt das 
25 erhaitene Rohprodukt durch Chromatographie Ober elne KieselgelsSule. Man erhfilt so 5,9 mg 1 .3,5(10), 7- 
Estratetraen-3,1 7a-did = 59 % der Theorie. 

c) Unter den Bedingungen des Beispiels 12b warden 10 mg 3-Hydroxy-1 ,3.5(1 0),7*estratetraen-17-on 
mit einer Kultur von Rhodotorula glutinis fermentiert, jedoch mit dem Unterschied. dafl man dieser Kultur 
unmittelbar vor der Substratzugabe 5 ml einer sterilen Suspension von 50 mg einer Zellwandprflparatlon 
30 von Bacillus lichenifomnis (ATCC 9945) in Wasser zusetzt Nach Aufarbeitung der Kultur erhfilt man 6.8 mg 
1 ,3.5(1 0).7-Estratetraen-3,17-dlol = 68 % der Theorie. 


35 Beisplel 1j3 

Stlmulierung der Sterold-A'-Dehydra^-Aktlvltat von Bacillus lentus (ATCC 13805). 
a) Bn 2 1 Erlenmeyerkolben mit 500 ml steriler NShrlOsung enthaltend 


0,5 

0,05 

0,1 

% 

% 

% 

Comsteep liquor 

Glucose-Monohydrat 

Hefeextrakt 

- eingestellt auf pH 7,0 - 


wird mit einer Abschwemmung von BadllU9 lentus (ATCC 13 805) beimpft und 48 Stunden lang bei 30* C 
mit 190 Umdrehungen pro Minute geschOttelt. 

b) Bn 500 ml Erlenmeyerkolben mit 100 ml steriler NShrlosung enthaltend 
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3.0 

.0.5 

0,1 

0.05 

% 

% 

% 

% 

Sojapuder 
Com steep liquor 
Hefeextrakt 
Glucose-Monohydrat 

-eingestellt auf pH 7,3 - 


wird mit 10 ml der Bacillus lentus Vorkuitur beimpft und 7 Stunden lang bei 30 C mit 180 Umdrehungen 
pro Minute geschUttelt Dann setzt man der Kuitur eine sterilfiltrierte Ldsung von 40 mg 6a,9a-Olfluor- 
11/9.17a-dihydroxy-16a-methyl-4-pregnen-3.20<lion in 4 mi Dimethytformamid zu und inkubiert weitere 41 
Stunden lang. 

Dann extrahiert man die Kuitur mit Methylisobutylketon, engt den Extrakt im Vakuum ein und relnigt und 
RQckstand durch Chromatographie Ober eine Kieselgelslule. Man erhSIt so 16 mg ea^Difluor-ll^^a- 
dihydroxy-16a-methyl-l,4-pregnadlen-3,20-d!on (= 40 % der Theorie). 

c) Unter den Bedingungen des Beispiels 13b warden 40 mg 6a,9a-Difluor-ll0 f l7a-dihydroxy-16cr- 
methyl-4-pregnen-3,20-dion mit einer Kuitur von Bacillus lentus fermentiert, Jedoch mit dem Unterschied, 
dafl man dleser Kuitur unmittelbar vor der Substratzugabe 5 ml einer sterilen Suspension von 50 mg 
Zellwandpriparation von Corynebacterium diphtherias (Stamm Mass. 8) In Wasser zusetzt. Nach Aufarbei- 
tung der Kuitur ertiSIt man 21 mg 6a t 9a-Difiuor-11^,17a-dihydroxy-16ormethyl-1,4-pregnadien-3^0-dion (=* 
52,5 % der Theorie). 


Beispiel 14 

Stimulierung der Biidung von Alkaloiden (Lysergsaureamid und Isolysergsaureamid) von Claviceps 
paspali (ATCC 13895). 

a) Ein 500 ml Erlenmeyerkoiben mit 50 ml einer sterilen NShrlGsung enthaltend 


4 

% 

Sorbit (technlsch rein) 

1 

% 

Glucose-Monohydrat 

2 

% 

BemsteinsSure 

0,6 

% 

AmmoniumsuKat 

0,5 

% 

Hefeextrakt (Difco® der Difco Labs. Detroit/USA) 

0,1 

% 

Kaliumdihydrogenphosphat, 

0,03 

% 

Magneslumsulfat-Heptahydrat 

- eingestellt mit Natronlauge auf pH 5,2 • 


wird mit einer auf -70* C tiefgefrorenen Kuitur von Claviceps paspaii (ATCC 13895) beimpft und 5 Tage 
lang bei 24* C und 240 Umdrehungen pro Minute geschdttelt. 

b) Bn 500 ml Erlenmeyerkoiben mit 50 ml einer sterilen NShrlosung enthaltend 


8 

% 

Sorbit (technisch rein) 

8 

% 

Bernstoinsaure 

0.9 

% 

Ammoniumsulfat 

0,1 

% 

Calziumnitrat-Tetrahydrat 

0,05 

% 

Dikaliumhydrogenphosphat 

0,03 

% 

Magneslumsulfat-Heptahydrat 

0,02 

% 

Hefeextrakt (Difco® der Difco Labs. Detroit/USA) 

0,0007 

% 

Eisen(ll)-sulfat-Heptahydrat 

0,0006 

% 

Zlnksulfat-Heptahydrat 

- eingestellt mit Natronlauge auf pH 5,2 - 
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wird mit 5 ml Vorkultur von Claviceps paspali beimpft und 250 Stunden lang bei 24 C mit 240 
Umdrehungen pro Minute geschGttelt 

Dann setzt man der Kuttur soviel Natronlauge zu, dafl ein pH-Wert von mindestens 10 enreicht 1st, extrahiert 
mit Methyllsobutylketon, engt die Extrakte lm Vakuum ein und reinlgt sie dutch Chromatographic (lber eine 
6 Kleselgelsfiule. 

Man erhait so 35 mg eines Gemisches aus Lysergsaureamid und IsolysergsSiureamid (Ausbeute 700 mg/1 
Kultur). 

c) Unter den Bedingungen den Beispiele 14b, wird eine Kultur von Claviceps paspali angezGchtet, 
jedoch mit dem Unterschled, da B man der Kultur nach 72 Stunden 5 ml einer sterilen Suspension von 25 
io mg Zellwandpraparation von Lactobacillus casei subsp. rhamnosus (ATCC 7469) in Wasser zusetzt. Nach 
Aufarbeitung der Kultur erhfllt man 45 mg eines Gemisches aus Lysergsaureamid und Isolysergsfiureamid 
(Ausbeute 900 mg/I Kultur). 


75 

Beispiel 16 

Stimullerung der 1 5a-Hydroxylase-AktJvttfit von Penicilllum raistrickii (ATCC 10460). 

a) Bn 2 l-Erlenmeyerkolben mit 500 ml stertlem NShrmedium enthaltend 

20 


3 

% 

Glucose-Monohydrat 

1 

% 

Comsteep liquor 

0,2 

% 

Natrtumnitrat 

0,05 

% 

Magneslumsulfat-Heptahydrat 

0,05 

% 

Kaiiumchlorld 

0,002 

% 

Bsen(ll)*sulfat*Hexahydrat 

0.1 

% 

Kallumdihydrogenphosphat 

0,2 

% 

Dikaliumhydrogenphosphat 

-eingestelit auf pH 6.0- 


wird mit einem Abstrich aus einer Schrfigagarkultur von Penicillium raistrickii (ATCC 10490) beimpft und 48 
Stunden lang bei 30* C mit 180 Umdrehungen pro Minute angezOchtet. 

b) Bn 500 ml-Erlenmeyerkolben mit 100 ml sterilem Nfihrmedium enthaltend 


1 

% 

Comsteep liquor 

3 

% 

Glucose-Monohydrat 

0.1 

% 

Kallumdihydrogenphosphat 

0,2 

% 

Dikaliumhydrogenphosphat 

0,05 

% 

Magnesiumsulfat-Heptahydrat 

-eingestelit auf pH 6,0- 


wird mit 10 ml der gemafl a) hergestellten Penidlfium-Vorkultur beimpft 

Danach setzt man der Kultur 300 mg 13-Ethy!-4-gonen-3,17-dion zu und fermentiert 120 Stunden bei 30* C 
mit 1 80 Umdrehungen pro Minute. 

so Dann extrahiert man die Kultur mit Methyllsobutylketon, engt den Extrakt ein und relnigt das erhattene 
Rohprodukt durch Chromatographic Ober eine Weselgelsaule. Man erhSIt so 180 mg 13-EthyM5erhydroxy- 
4-gonen-3,17-dion. 

c) Unter den Bedingungen von b) werden 300 mg 13-Ethyl-4-gonen-3,l7-dion mit einer KUItur von 
Penicillium raistrickii fermentiert, jedoch mit dem Unterschied, da/J man dieser Kultur unmittelbar vor der 
65 Substratzugabe 5 ml einer sterilen Suspension zugibt, die 50 mg einer Zellwandpraparation von Corynebac- 
terlum diphterias (Stamm Mass. 8) in Wasser enthfilt. Nach Aufarbeitung der Kultur erhSIf man 210 mg 13- 

Ethyl-1 5orhydroxy-4-gonen-3,1 7-dion. 
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Anspriiche : 

J 

1 . Verfahren zur Steigerung von Enzym-Aktivitflten und der Syntheseleistung von Organismen, dadurch 
gekennzeichnet, da Q man dieseiben mit inaktivierten Elidtoren-haltigen Mikroorganismen, Fragmenten 

5 derselben Oder Exkretionen Elicitoren-haltiger Mlkroorganismen in Kontakt bringt mit der Maflgabe, dafl 
man zur Steigerung von Enzym-Aktivitflten und der Syntheseleistung nichtmikrobieller Organismen inakti- 
vierte Ellcftoren-haltige Bakterien, Fragmente derselben Oder Exkretionen Elicitoren-haltiger Bakterien ver- 
wendet. 

2. Verfahren zur Steigerung von Enzym-Aktivitflten und der Syntheseleistung von Mlkroorganismen 

io gemflfl Patentanspruch 1 , dadurch gekennzelchnet, dafl man dieseiben mit inaktivierten Eiicitoren-haJtigen 

Mikroorganismen, Fragmenten derselben Oder Exkretionen Elicitoren-haltiger Mlkroorganismen in Kontakt 
bringt 

3. Verfahren zur Steigerung der Syntheseleistung von Mikroorganismen gemflfi Patentanspruch 2. 
dadurch gekennzeichnet dafl man zur Farbstoffbildung. zur Alkaloidbildung Oder zur Antibiotikabildung 

T5 befflhigte Bakterien. Pllze und Hefen mit Inaktivierten Elidtoren-haltigen Bakterien. Pilzen Oder Hefen. 
Fragmenten derselben Oder Exkretionen dieser Mikroorganismen in Kontakt bringt. 

4. Verfahren zur Steigerung von Enzym-Aktivitflten von Mikroorganismen gemflfi Patentanspruch 2, 
dadurch gekennzelchnet dafi man zur Steroidtransformation befflhigte Bakterien, Piize Oder Hefen mit 
inaktivierten Elicitoren-haitigen Bakterien. Pilzen Oder Hefen, Fragmenten derselben Oder Exkretionen dieser 

20 Mikroorganismen in Kontakt bringt 

5. Verfahren zur Steigerung der Syntheseleistung von Organismen gemflfi Patentanspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet dafi man Zellkulturen von zur Farbstofteynthese, zur Alkaloidsyrrthese odor zur Phytoalex- 
insynthese befflhigten hdheren Pflanzen mit inaktivierten Elidtoren-haltigen Bakterien, Fragmenten dersel- 
ben Oder Exkretionen dieser Bakterien In Kontakt bringt. 

25 6. Verfahren zur Steigerung von Enzym-Aktivitflten und der Syntheseleistung von Organismen gemflfi 

Patentanspruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet. dafi man dieseiben mit in Wasser hitzesterilislerten 
Elicitoren-haltiger Mikroorganismen, Oder mit Rltraten derselben In Kontakt bringt. 
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INSECT BIOCHEM. , Band 16, Nr. 3, 1986, 
Selten 539-546, Pergamon Press Ltd, GB; 
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* Zusammenfassung; Selte 544, SSule 1, 
Zelle 59 - Saule 2, Zelle 12 * 

CHEMICAL ABSTRACTS, Band 99, Nr. 5, 
1983, Selte 325, Nr. 36088t, Columbus, 
Ohio, US; W.F. FETT et al.: "Bacterial 
growth and phytoalexin elicitation In 
soybean cell suspension cultures 
inoculated with Pseudomonas syrlngae 
pathovars", & PHYSIOL. PLANT PATHOL. 
1983, 22(2), 151-72 

BIOLOGICAL ABSTRACTS, Band 86, Nr. 11, 
1988, Nr. 118095, Philadelphia, US; 

K.M. NOVAK et al.: "El Id tor activity 
of Agrobacterium radlobacter In 
plants", & FOLIA MICROBIOL 33(4): 
261-266, 1988 

EP-A-0 226 354 (CANADIAN PATENTS AND 
DEVELOPMENT LTD) 
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In Eschscholtzla cell cultures" 

* Insgesamt * 


klassotxatton der 
ANMELDUNG (lot CJ.4) 


Der voTtkgeade R cch er cb cob cric fat wvrde ffir aOe Patentansprtiche emrilt 


" « > - - 

DEN HAAG 


C 12 N 
C 12 N 
C 12 N. 
C 12 N 


9/00 

1/38 

1/00 

5/00 


RECHERCHIERTE 
SA CMG EB1ETE (Int. 0.4) 



AfascUafldAaider BetteRbe 

Prefer 

12-04-1989 

HUBER-MACK A. 


KATEGOSIE DER GENANNTEN DOKUMENTE 

X : von besoodcrer Bedeatnog oil do betraebtet 
Y : von besoodcrer Bedeunng in Vcrblndoog nil doer 
aaderen Vertiffentlldiung d end ben Kategorie 
A : technologischer Hlntergnmd 

O : nkfatJchrlftUcbc Offcnbarung 
P : ZirlscbenUt enter 


T : der Erflndoog tngronde ilegeode Tbcorico oder Graodsdne 
E : Jlheres Paientdokameot, das jedoeh erst am oder 
nad> d«n Anmddedamm vertfTentllcht wordea in 
D : in der Anmddimg aagefUbnes Doknmest 
L : ans aodero Griloden aogefBhrtes Doknmem 

A : Mltglied der gidebea PaiestfamiUc, Qbcrdnstimnendes 
Dokoment 







